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Beschreibung 

Peptidnukleinsauren (PNA) sind polyaiiiidische Verbindungen, die in der Seitenkelle Purine oder Pyriinidine tragen. 
Es handelt sich somit formal urn DNA-analoge Verbindungen, bei denen das Desoxyribosephosphatgcrust durch ein po- 

5 lyamidisches RQckgrat ersetzt wurde. 

Das gezielte Abschallen von Genexpression durch kompleiiientare Nukleinsauren, sogenannie Aniisense-Oligonu- 
kieotide, stellt einen neuen Therapieansatz dar. MogLiche Anwendungen reichen von der Behandlung viraler Infekiionen 
bis zur Therapie von Krebs (S. Agrawal. Tibtech 10, 152 (1992); W. James, Antiviral Chemistry & Chemotherapie 2, 191 
(1991); B. Calabrctta, Cancer Research 51, 4504 (1991)). Die Kontrollc der Genexpression crfolgt auf der Ebcnc von 

10 DNA und RNA und gelingl bereits mil unmodifizierten Oligonukleotiden (C. Helene, Anti-Cancer Ding Design 6, 569 
(1991); B. Uhlmann. A. Peymann, Chemical Reviews 90, 543 (1990)). Diese sind jedoch aufgrund mangelnder enzyma- 
tischer Stabilitat und zu gcringcr Aufnahnic in zellulare Systeme fur thcrapcutischc Anwendungen nichl gceigncl. Thc- 
rapeutische Anwendungen erfordem chemisch modifizierte Antisense-Oligonukleotide. 

Neben der Anti sense-Strategie kann cine Inhibition der Genexpression auch durch die Sense- Strategic crziclt werdcn. 

15 Dabei konkurrieren die Sense-Ohgonukleotide spezifisch mit DNA-Bindungsproteinen wie z. B. Transkriptionsfaktoren 
(M. Blumengeld, Nucleic Acids Research 21, 3405 (1993)). 

Oligonukleotide mit modifiziertem Internuklcotidphosphat oder eincr phosphaifrcien Internuklcotidvcrknupfung wur- 
den in vielen Arbeiten systematisch untersucht; ihre Synthese erwies sich jedoch als sehr aufwendig und beobachtete ihe- 
rapeutische Effekte als nicht ausreichend (E, Uhlmann, A. Peyman, Chemical Reviews 90, 543 (1990)). 

20 Eine Alternative zur Modifikation oder Substitution der Phosphatgruppe in Nuklcinsaurcn ist der koniplctic Ausiaiisch 
von Ribose und Phosphat durch andere RUckgrate. Dieses Konzept wurde erstmals von Pitha et al. realisiert, der Ribo- 
sephosphat durch Poly-N-Vinyl-derivate ersetzte, was zu sogenannter "Plastik-DNA" fiihri (J. Pitha, PO.P Ts'O, J. Org. 
Chem. 33, 1341 (1968); J. Pitha, J. 

Adv. Polym. Sci. 50, 1 (1983)). Es erlaubt jedoch nicht den gezielten Aufbau definierter Sequenzen, 

25 Die Synthese definierter Sequenzen gelingt, wenn anstelle von Zuckerphosphat beispielsweise ein Poly amid-R tic kgral 
verwendet wird, das in Analogic zur konventionellen Peptidsynthese (M. Bodanszky, Principles of Peptide Synthesis, 
Springer, Berlin 1984) schrittweise aufgebaut wird. Dieses Konzept wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen unter- 
schiedlich realisiert (J.E, Summerton et al. WO 86/05518; R. S. Varma et al, WO 92/18518; O. Buchardt et al. WO 
92/20702; H. Wang, D. D. WeUen Tetrahedron Letters 32, 7385 (1991); P (jamer, J. IJ. Yoo, Tetrahedron Letters 34, 

30 1275 (1993); S.-B. Huang, J. S. Nelson D. D. Weller, J. Org. Chem. 56, 6007 (1991); Bayer AG EP 646 595 AL EP 646 
596 Al u. EP 700 928 Al; Hoechst AG EP 672 661 Al, EP 672 677 A2, EP 672 700 Al). 

Polyamid-Nukleinsauren eignen sich ebenfalls fiir diagnostische und molekularbiologische Anwendungen (Buchardt 
el al. WO 92/20703 und Glaxo Inc. WO 93/12129). 

Nachdem sich Oligomere aus reinen PNA-Bausteinen als zu lipophil und damit unfahig zur Zellwandpenetration er- 

35 wiesen haben, konnte dieses Problem durch Kombinationen von "hydroxysubstituierten" PNA-Monomeren mit 5'-Anii- 
no-2',5'-didesoxynuclcotiden oder 2'-Desoxynucleotiden zu DNA/PNA-Cooligomeren reduziert werdcn (vgl. Hoechst 
AG EP 672 677 A2). Heterooligomere Verbindungen mit einem Ruckgrat aus 2-Aminoethyl-glycin und L-trans-Amino- 
prolin haben sich in Bezug auf Bindungsstarke zur koniplementaren DNA gegeniiber Verbindungen mit reineni 2-Ami- 
noethylglycin-Riickgrat als uberlegen erwicsen (vgl. EP 700 928 A 1). Intention der vorliegcnden Hrfindung ist cs, durch 

40 Ersatz des 2-Aminoethylglycins durch Nucleotidderivate und des AminoproHns durch 2-Hydroxyethylglycin-Analoga 
zu Verbindungen iiiil slarkerer Bindung zur komplemenliiren DNA bei gleichzeitiger Erhohung der Hydrophilie zu kom- 
men. 

Die Cooligomere eignen sich zur KontroUe der Genexpression. Weiterhin lassen sich dcrariigc Subsianzcn in Diagno- 
stik und Molekularbiologie zur Isolicrung, Identifizierung und Quantifizierung von Nuklcinsaurcn vcrwcndcn, 
45 Bei der Bearbeitung derartiger Strukturen gelang die Syntliese neuer Hydroxyethylglycin- und 3'- verknupfter Nucleo- 
tid-Hydroxyethylglycin-Bausteine, Letztere eignen sich zur Herstellung bisher unbekannter slreng allemierender PNA/ 
DNA-Cooligomere. 

Die Erfindung betrifft Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 




in welcher 

R^ fur Wasserstoff, Hydroxy, Ci-Cig-Alkoxy, Halogen, Azido oder Amino stehi, 

R^ fiir eine in der Nucleotidchcmic iibliche Phosphatschutzgruppc wie beispielsweise 2-Cyanocthyl sicht, 
R^ und R*^ unabhangig voneinander fur Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl oder gemeinsam fur Ci-C4-Alkandiyl wie beispiels- 
65 weise -CH2-, -(CHs)^-, -(CH2)3- oder -C(CH3)2- stchcn, 

B furalle naturlichen oder unnaturlichen Nukleobasen, wie /.. B. 'Hiymin, Uracil, Cyio.sin, Adenin, Ouanin, TTypoxaniliin 
Oder durch chemische Modifikation von diesen abgeleitete Derivate oder halogenierte Vorslufen von diesen, gegebenen- 
falls an den Aininogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl, TriQuoracetyl, Trichloracctyl, Benzoyl, Phcnylacetyl, Bcn- 
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zyloxycarbonyl (Z od. Cbz), tert.-Butyloxycarbonyl (Boc), Allyloxycarbonyl, (9-Fluorcnyl)methoxycarbonyl (Fmoc) 
Oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurec hemic ubLiche Schutzgruppen substituiert, steht, 
G fur -NH- Oder -O- sieht, . 
X fur Wasserstoff oder cine beliebige aus der Peptidchemie bckanntc Schutzgruppe wic beispiclsweise Hmoc ortcr 
4-Methoxytrityl steht und , . 

Y fur Wasserstoff, Ci-Q-Alkyl oder cine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-teniiinale Schutzgruppe wie bei- 
spiclsweise Benzyl oder tert. -Butyl steht. 

Die crfindungsgemaBen Verbindungen der Formcl (I) eigncn sich als DNA/PNA-Bausteine zur Herstellung von DNA/ 
PNA-Cooligomcren beispiclsweise nach Standardvcrfahren insbesondere der Peptidchemie fiir Veresterungen und Ami- 
dierungen in fester und flussiger Phase (vgl. EP 700 928 Al, S. 5 und dort zit. Lit.)- 

Die crfindungsgemaBen DNA/PNA-Bausteine sind durch die Formcl (I) allgemein definiert. 

steht bevorzugt fur Wasserstoff, Hydroxy, C j-C^-Alkoxy, Fluor, Chlor, Brom, Azido oder Amino. 

R- steht bevorzugt fur cine in der Nucleotidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe wie beispiclsweise 2-Cyanoethyl. 

R^ und R"* stehen bevorzugt unabhangig voncinander fur Wasserstoff- Ci-C4-Alkyl oder gemeinsam fur C pC4-Alkan- 
diyl wie beispiclsweise -CHj-, -(^2)2-, -(^2)3 oder -C(CH3)2-. 

B steht bevorzugt fur alle natiirlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin, Adenin, Guanm oder Flypo- 
xanthin oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wic 
Acetyl, Trifluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, AUyloxycar- 
bonyl, (9-Fluorenyl)-methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen sub- 
stituiert sind. 

G steht bevorzugt fur -NH- oder -0-. 

X steht bevorzugt fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wie beispiclsweise 
Z, Fmoc oder 4-Methoxytrityl. 

Y steht bevorzugt fur Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl oder eine beUebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminaie 
Schutzgruppe wic beispiclsweise Benzyl oder lert.-Butyl. 

steht besonders bevorzugt fiir Wasserstoff- Hydroxy, Methoxy, Ethoxy, Fluor, Chlor, Azido oder Amino. 
R^ steht besonders bevorzugt fiir 2-Cyanoethyl. 

R^ und R"* stehen besonders bevorzugt unabhangig voncinander fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Isopropyl oder ge- 
meinsam fur -CH2-, -(CH2)2-, -(CH2)3- Oder -C(CH3)2-. , . 

B stehl besonders bevorzugt fur alle naturlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosm, Adenm, Guanm 
Oder Hypoxanthin oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgrup- 
pen wie Acetyl, Trifluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, Ally- 
loxycarbonyl, (9-Fluorenyl)iiiethoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgrup- 
pen substituiert sind. 

G steht besonders bevorzugt fur -NH- oder -0-. 

X steht besonders bevorzugt fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe wic bei- 
spiclsweise Z, Fmoc oder 4-Methoxytrityl. 

Y steht besonders bevorzugt fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl n-Butyl, Isobulyl, sec-Butyl, leri.- 
Butyl Oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-tenitinale Schutzgruppe wie beispiclsweise Benzyl oder tert.- 
Butyl. 

Die Erfindung beU-iff t weiterhin Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 



B 




in welcher 

R^, R"* und B die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel (I) angegebenen Bedeutungen haben, 

X^'fiir Wasserstoff Oder eine aus der Peptidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispiclsweise^ durch Alkyl 

und/oder Phenyl substituiertes Silyl, Z, Fmoc oder 4-Methoxyuityl steht, wobei fiir den Fall, daB R' und R gleichzeitig 

jeweils fur Wasserstoff stehen, gegebenenfalls substituiertes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen sind und 

Y fiir Ci-Q-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-teniiinale Schutzgruppe wie beispiclsweise 

Benzyl oder tert. -Butyl steht. 

Die crfindungsgemaBen PNA-Bausteine sind durch die Formel (11) allgemein definiert. 

R^, R"^ und B stehen bevorzugt fur die bei der Beschreibung der Verbindungen der 
Formel (I) als bevorzugt angegebenen Reste. _ , 

X^ steht bevorzugt fiir Wasserstoff oder eine aus der Pepridchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispicls- 
weise durch Alkyl und/oder Phenyl substituiertes Silyl (z. B. tert.-Butyldimcthylsilyl oder tert.-Butyldiphenylsilyl), Z, 
Fmoc Oder 4-Methoxytrityl stehl, wobei fur den Fall, daB R^ und R"* gleichzeitig jeweils fur Wasserstoff stehen, gegebe- 
nenfalls substituiertes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen sind, 

Y steht bevorzugt fur Ci-C4-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie 
beispiclsweise Benzyl oder tert.-ButyL 

R^, und B stehen besonders bevorzugt fiir die bei der Beschreibung der Verbindungen der Fonncl (I) als besonders 
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bevorzugt angegebenen Reste. .... ^ 

steht bevorzugt fiir Wasserstoff oder durch Alkyl und/oder Phenyl substituiertes Silyl wie beispielsweise tert.-Bu- 
tyldiinethylsilyl oder tert.-Bulyldiphenylsilyl. 

Y steht besonders bevorzugt ftir Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, sec.-Butyl, tert.-Butyl oder eine 
5 beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise Benzyl oder tert.-Butyl. 

Die aus der Peptidcheinie bekannten Schutzgruppen sind z. B. aufgefuhrt in T. W. Greene, R G. M. Wuls, Protective 
Groups in Organic Synthesis, 2""^ Ed., John Wiley & Sons, New York 1991. 

Die oben aufgefuhrten allgemeinen oder in Vorzugsbereichen aufgefuhrten Restedefinitionen bzw. Eriaurerungen kon- 
nen untcreinander, also auch zwischen den jcweihgen Bcreichen und Vorzugsbereichen beliebig kombiniert werden. Sic 
10 gelten fur die Endprodukte sowie fur die Vor- und Zwischenprodukte entsprechend. 

ErfindungsgemaB bevorzugt werden die Verbindungen der Formel (I), in welchen eine Kombination der vorstehend 
als bevorzugt (vorzugsweise) aufgefuhrten Bedeulungen vorliegt. 

ErfindungsgemaB besonders bevorzugt werden die Verbindungen der Formel (I), in welchen eine Kombination der 
vorstehend als besonders bevorzugt aufgefuhrten Bedeutungen vorliegt. 
15 Gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffreste wie Alkyl oder Alkenyl konnen, auch in Verbindung mil Heteroa- 
tomen, wie z. B. in Alkoxy, soweit moglich, jeweils geradkettig oder verzweigt sein. 

Gegebcnenfalls substituierte Reste konnen einfach oder mehrfach substituiert scin, wobei bei Mehrfachsubstitutionen 
die Substituenten gleich oder verschieden sein konnen. 

Beispiele fur die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) sind Bausteine der Fonnel (I-a): 

20 



25 



30 



35 



40 



45 




A) DNA/PNA-Bausteine der Formel (I) 



55 



60 




in welcher 

R^ bis R"*, B, G, X und Y die oben angegebene Bedeutung haben, 
lassen sich hcrstcllcn, indcm man Verbindungen der Fonnel (11- a) 
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B 




in welcher 

R^, B, G und X die oben angegebene Bedeutung haben und 
R^ und R^ unabhangig jeweils voneinander fur Ci-C4-Alkyl stehen, 

Gegenwart. eines Verdunnungsmittels und eines Reaklionshilfsmittels umsetzt. und anschlieBend oxidierl. 
B) PNA-Bausteine der Formel (II) 



B 




in welcher 

R^, R'^, B, X* und Y die oben angegebene Bedeulung haben 

lassen sich herstelien, in dem man geschiitzte Hydroxyethyiglycin-Derivate der Formel (IV) 




(IV), 



in welcher . 
X^"* mit Ausnahmc von Wassersto£F dieselbe Bedeutung wie X hat, 
mit durch Nukleobasen substiiuierter Essigsauren der Formel (V) 
B-CH2-COOH (V) 



in Gegenwart eines Reaktionshilfsmittels und eines Verdunnungsmittels und gegebenenfalls in Gegenwart einer Base 
umsetzt und fUr den FaU, daB X^ = H sein soil [Formel (H-a)], anschlieBend die Schutzgruppe mit einem geeigneten Rea- 

genz abspaltet. ^ , , _, 

Verwendet man beispielsweise N-2-Hydroxy-2-methyl-ethyl)-N-[(lsr-benzyloxycarbonyl-ade- 

nin-l-yl)-acetyl]-gIycin-isopropylester und 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-5'-0-(DimethoxyUityl)-thy- 

midin-3'-phosphoramidit als Ausgangsstoffe, so kann der Reaktionsablauf des erfindungsgemaBen Vcrfahrens (A) durch 
das folgende Formelschema wiedergegeben werden: 
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Verwendet man beispielsweise (N^-Benzyioxycarbonyl-adenin-l-yl)-essigsaure und fN-(2-Dimethyl-'butyisilyloxy)- 
ethyl]-alanin-ethylester als Ausgangsstoffe, so kann der Reaktionsablauf des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) durch 
das folgende Formelschema wiedergegeben werden: 



o 




Die zur Durchfuhrung dcs erfindungsgemaBen Verfahrens (A) benotigten PNA-Bausteine der Fonnel (E-a) sind eine 
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Teilmenge der neuen Verbindungen der Formel (II), in der X' fiir Wasserstoff steht. Sie lassen sich z, B. nach Verfahren 
(B) herstellen. 

Die weiterhin zur Durchfuhrung des erfindungsgeinaBen Verfahrens (A) benotigten Nukleotid-Denvate sind durch die 
Formel (IH) allgemein definiert. In dieser Formel stehen R^, G und X vorzugsweisc fur diejenigen Reste, die bereits 
bei der Beschreibung der Bausteine der Formel (I) als bevorzugt genannt wurden. R^ und R^ stehen bevorzugt jeweils fur 5 
Methyl, Ethyl, n-, sec- oder iso-Propyl. 

Die Verbindungen der Formel (IE) sind bekannt oder lassen sich nach bekannten Methoden herstellen ( vgl. M. J . Gait 
(ed.) Oligonucleotide Synthesis, A Practical Approach, IRL Press, Oxford 1984), 

Die zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) benotigten Hydroxyethylglycin-Derivate sind durch die 
Formel (IV) allgemein definiert. In dieser Formel stehen R^, R'* und Y vorzugsweise fur diejenigen Reste, die bereits bei lo 
der Beschreibung der Bausteine der Formel (1) als bevorzugt genannt wurden. X^~^ steht vorzugsweise, Wasserstoff aus- 
genormnen, fur dieselben Reste, die vorzugsweisc fiir X^ in Formel (II) stehen. ^ 

Verbindungen der Formel (IV) lassen sich z. B. herstellen, indem man die Schutzgruppe X" vollstandig geschutzter 
Hydroxyethylglycin-Derivate der Formel (VI) gcmaB dem folgendcn Reaktions schema abspaltct: 




(VI) (IV) 

In der Formel (VI) steht X^ fiir eine in Abhangigkeit von Y geeignete N-terminale Schutzgruppe wie beispielsweise 
tert.-Butoxycarbonyl (BOC), Benzyloxycarbonyl (Cbz) oder Benzyl (Bzl), bevorzugt fur Bzl oder Cbz (Vgl, z. B. T. W. 
Greene, R G. M. Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 2. Ed., John Wiley & Sons, New York 1991). 

Die Reaktion lal3t sich iriittels ublicher Methoden N-teniiinaler Deblockierung wie Acidolyse, beispielsweise iin Falle 30 
der BOC-Gruppe, oder katalytischer Hydrierung, beispielsweise im Falle eines Benzylesters, durchfuhren. 

Verbindungen der Formel (VI) lassen sich z. B. herstellen, indem man die Hydroxygruppe der Hydroxyethylglycin- 
Derivate der Fonnel (VII) gemiiB folgendeni Reaktionsschema nach ublichen Melhoden schulzl (vgl. o.a. Lil.): 

35 




40 



(VII) (VI) 

45 

Verbindungen der Formel (VII) lassen sich z. B. herstellen, indem man die Carboxylgruppe der Hydroxyethylglycin- 
Derivate der Formel ( VIII) gemaB folgendem Reaktionsschema nach ublichen Methoden verestert oder schiitzt: 




50 



55 



(vni) (vn) 

Hydroxyethylglycin-Derivate der Formel (VIE) sind zum Teil kommerziell erhalthch, bekannt oder lassen sich nach 
bekannten Methoden herstellen. 

Spezielle Verbindungen (Vll-a) der Formel (VH) lassen sich z. B. auch herstellen, indem man N-geschiitzte Hydroxy- 
ethanole der Formel (IX) mit a-Bromcarbonsaurederivaten der Fonnel (X) nach ublichen Methoden gemaB folgendem 
Reaktionsschema umsetzt: 



7 
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(IX) (X) (Vll-a) 

10 

In den Formeln (Vll-a). (IX) und (X) stehen R-^~^ und R'*"* unabhangig voneinander fiir Wasserstoff oder C1-C4-AI- 
kyl. 

Verbindungen der Fonnel (DC) und (X) sind kommerziell erhaltlich, allgemein bekannt oder lassen sich nach bekann- 
15 ten Methoden herstellen (vgl. Burfiled et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. I, 1977, 666). 

Die weiterhin ziirDurchflihrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) benotigten substituiertenEssigsauren der For- 
me! (V) sind bekannt oder lassen sich nach bekannten Methoden herstellen (vgl Dueholm et al. J Org. Chem. 59, 5767 
(1994)). 

Das erfindungsgemaBe Verfahren (A) wird bevorzugt in Losung durchgefuhrt, kann aber auch an fester Phase erfolgen 

20 (siehe: R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85, 2149 (1963) und M. J. Gait, (ed.) Oligonucleotide Synthesis, A Practical 
Approach, IRL Press, Oxford 1984). 

Als Reaktionshilfsmittel zur Durchfiihrung der Phophotriesterbildung des erfmdungsgeiiiaBen Verfahrens (A) eignen 
sich alle Aktivatoren, die zur Bildung einer Phosphitbindung geeignet sind und alle Oxidationsmittel, die zur Uberfiih- 
rung des Phosphits in das entsprechende Phosphat geeignet sind (Shabarova, Z.; Bogdanov, A., Advanced Organic Che- 

25 niistry of Nucleic Acids, Verlag Cheniie, Weinheiiii 1994). Vorzugsweise kommen folgen Aktivatoren in Frage: Azole 
wie Tetrazole, Triazole sowie deren Ammoniumsalze. Als Oxidationsmittel kommen bevorzugt in Frage: Persauren wie 
3-Chlorperbenzoesaure, Losungen von lod in Losemittelgemischen aus Wasser, TIIF, tert.-Aminen, 

Als Verdunnungsmittel zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) kommen organische Losungsmittel 
und beliebige Mischungen davon in Betracht. Beispielhaft seien genannt: aliphatische, alicyclische oder aromatische 

30 Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise Petrolether, Hexan, Heptan, Cyclohexan, Methylcyclohexan, Benzol, Toluol, 
Xylol Oder Decalin; halogenierte Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise Chlorbenzol, Dichlorbenzx)!, Methylenchlorid, 
Chloroform, Tetrachlormethan, Dichlor-, Trichlorethan oder Tetrachlorethylen; Ether, wie Diethyl-, Diisopropyi-, Me- 
ihyl-t-butyl-, Melhyl-l-aniylether, Dioxan, Tetxahydrofuran, 1,2-Dimelhoxyethan, 1,2-Diethoxyethan, Diethylenglykol- 
dimethylether oder Anisol; Ketone, wie Aceton, Butanon, Methyl- isobutylketon oder Cyclohexanon; Nitrile, wie Acelo- 

35 nitril, Propionitril, n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril; Amide, wie Formamid, N,N-Dimethylformamid, N,N-Dime- 
thylacelamid, N-Methylformanilid, N-Methylpyrrolidon oder Hexamethylphosphorsauretriamid; N-Oxide wie N-Me- 
thylmorpholin-N-oxid; Ester wie Methyl-, Ethyl- oder Butylacetat; Sulfoxide, wie Dimethyisulfoxid; Suifone, wie Sui- 
folan. 

Die Reaktionstemperatur kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren (A) innerhalb eines groBen Bereichs vaniert 
40 werden. Im allgemeinen arbeitet man bei der Kondensation bei Temperaturen zwischen -30°C und +80'*C, bevorzugt bei 
-10"C bis 60"C, besonders bevorzugl bei 0"C bis Raumtemperatur. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (A) werden pro Mol Verbindung der Fomiel (III) 0,5 bis 3 
Mol, vorzugsweise 0,8 bis 1,5 Mol Verbindung der Formel (II) und 1 bis 3 Mol Reaktionshilfsmittel und das Oxidations- 
mittel im allgemeinen im molaren Verhaltnis von 1 : 1 bis 1 : 4, vorzugsweise 1 : 2 bis 1 : 3, eingesetzt. 
45 Als Reaktionshilfsmittel zur Durchfuhrung der Amidierung des erfindungsgemaBen Verfalirens (B) eignen sich alle 
Verbindungen, die zur Kniipfung einer Amidbindung geeignet sind (vgl. z. B. Houben-Weyl, Methoden der Organischen 
Chemie, Band 15/2; Bodensky et al.; Peptide Synthesis 2nd ed., Wiley & Sons, New York 1 976). Vorzugsweise kommen 
folgende Methoden in Frage: Aktivestermethode mit Pentafluorphenol (PfP), N-Hydroxysuccinimid, 1-Hydroxybenzot- 
riazol (HOBt), Kopplung niit Carbodiimiden wie Dicyciohexylcarbodiimid oder N'-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethyl- 
50 carbodiimid (EDC od. EDCI)) sowie die Gemischte-Anhydrid-Methode oder die Kopplung mit Phosphoniumreagenzien 
wie l-Benzotriazolyloxy-iris-(dimethylaminophosphonium)-hexafluorphosphat (BOP), Bis-(2-oxo-3-oxazoHdinyl)- 
phosphorylchlorid (BOP-Cl) oder mit Phosphonsaureesterreagenzien wie Cyanphosphonsauredicthylester (DEPC) und 
Diphenylphosphoryiazid (DPPA). Besonders bevorzugt ist die Kopplung mit BOP-Cl oder EDCI in Gegenwart von 

HOBt. .... 

55 Als Verdiinnungsmittel zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) kommen organische Losungsmittel 
und beliebige Mischungen davon in Betracht. Beispielhaft seien genannt: aliphatische, alicyclische oder aromatische 
Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise Petrolether, Hexan, Heptan, Cyclohexan, Methylcyclohexan, Benzol, Toluol, 
Xylol Oder Decalin; halogenierte Kohlenwasserstoffe, wie beispielsweise Chlorbenzol, Dichlorhenzol, Methylenchlond, 
Chloroform, Tetrachlormethan, Dichlor-, Trichlorethan oder Tetrachlorethylen; Ether, wie Diethyl-, Diisopropyi-, Me- 

60 thyl-t-butyl-, Methyl-t-Amylether, Dioxan, Tetrahydrofuran, 1,2-Dimethoxyethan, 1,2-Diethoxyethan, Diethylcnglykol- 
dimethylether oder Anisol;"Ketone, wie Aceton, Butanon, Methyl- isobutylketon oder Cyclohexanon; Nitrile, wie Aceto- 
nitril, Propionitril, n- oder i-Butyronitril oder Benzonitril; Amide, wie Fonnamid, N,N-Dimerhylfonnamid, N,N-Dime- 
thylacetamid, N-Methylformanilid, N-Methylpyrrolidon, l,3-Dimcthyl-tetrahydro-2-pyrimidinon (DMPU), 1,3-Dimc- 
thyl-2-imidazolidinon, Tetramethylharnstoff oder Hexamethylphosphorsauretriamid; N-Oxide wie N-Methylmorpholin- 

65 N-oxid; Esler wie Methyl-, Ethyl- oder Butylacelal; Sulfoxide, wie Dimethyisulfoxid; Suifone, wie Suifolan. 

Die Amidierung wird vorzugsweise in Gegenwart einer Base durchgefuhrt. Als solche kommen anoi^anische oder or- 
ganische Basen in Frage. Hierzu gehoren vorzugsweise Erdalkalimetall- oder Alkalimetallhydroxide, -alkoholate, -ace- 
late, -carbonate oder -hydrogencarbonale, wie beispielsweise Nalrium-, Kalium- oder Ammoniumhydroxid, NaU-ium- 
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mcthylat, Natrium-elhylat, Kalium-tert.-bulylat, Natrium-, Kalium-, Calcium- odcr Ammoniumacctat, Natrium-, Ka- 
lium- Oder Ammoniumcarbonal, Natriumhydrogen- oder Kaliuniliydrogencarbonat sowie tertiiire Amine, wie Trimelhy- 
laiiiin, Triethylamin, Tributylamin, Elhyl-diisopropylamin, N,N-Diinethylanilin, N,N-Dinielhyl-benzylamin, Pyridin, 
Picolin, N-Merhylpiperidin, N-Mcthylmorpholin, N,N-Dimct.hylaminopyridin, Diazabicyclooctan (DABCO), Diazabi- 
cyclononen (DBN) oder Diazabicycloundecen (DBU). 

DieReaklionsleinperatur kann bei dein erfindungsgeiiiaBen Verfahren (B) innerhalb eines groBeren Bereiches variierl 
werden. Im allgemeinen arbeitet man bei der Kondensation bei Temperamren zwischen ~80°C und +150''C, bevorzugi 
bei -50°C bis 100**C, besonders bevorzugt bei -30°C bis Raumtemperatur. 

Bei dcr Durchruhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens (B) werden pro Mol Verbindung der Formel (IV) 1 bis 5 
Mol, vorzugsweise 1,5 bis 3 Mol Essigsaure der Formel (V) und 1 bis 3 Mol Reaktionshilfsmittel und die und die Base 
im allgemeinen im molaren Verhaltnis von 1 : 1 bis 1 : 3, vorzugsweise 1 : 1,5 bis 1 : 2,5, eingesetzt. 

Die Abspaltung der Schutzgruppe kann nach bekannten Methoden erfolgen (vgl. z. B. T. W. Greene, P. G. M. Wuis, 
Protective Groups in Organic Synthesis, 2. Ed., John Wiley & Sons, New York 1991). 

Die Umsetzungcn der erfindungsgemaBen Verfahren konnen bei Normaldruck oder unter erhohtcm Druck durchge- 
fiihrt. werden, vorzugsweise wird bei Normaldruck gearbeitet. Die Aufarbeitung geschieht nach ublichen Methoden der 
Organischen Chemie. Die Endprodukte werden vorzugsweise durch Kristallisation, chromatographische Reinigung oder 
durch Entfernung der fliichtigcn Bestandteile gegebenenfalls im Vakuum gcreinigt. 

Experimenteller Tell 

Beispiel 1 

N-Benzyloxycarbonyl-4-hydroxy-L-trans-prolinmeihyl ester 

25,1 g N-Benzyloxycarbonyl-4-hydroxy-L-trans-prolin werden in 450 ml wasscrfreicm Methanol gelosl und mil Ce- 
siumcarbonat auf pH = 9,0 - 9,5 eingesteUt. Nach 30minutigem Ruhren bei Raumtemperatur wird bis zur Trockene ein- 
gedampft und der Ruckstand iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Der Riickstand wird in N,N-Dimethylformamid 
(DMF) aufgenommen, zu dieser Suspension langsam 14,8 g Methyliodid so zugetropft, daB die Temperatur der Reakti- 
onsmischung 30°C nicht ubersteigi und fur weiter 12 Stunden verrlihrt. Das Losemittel wird enifernu der verbleibende 
Ruckstand mehrfach mit Toluol coevaporierl und in Dichlormethan aufgenominen. Man wiischi die Losung mil Wasser/ 
ges. Kochsalzlosung 1 : 1 (v/v), 5%iger NaHC03-Lsg. und emeut Wasser/Kochsalzlosung. Die organische Phase wird 
uber MgS04 getrocknet, eingeengt und das resultierende Ol im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 21,86 g 
Rf: 0,15 

Laufmittel: Toluol/Ethanol 10 : 1 

Beispiel 2 

N-Z-4-(^But.yldimethyIsilyloxy)-L-trans-prolinmethylcster 

Unter Argon werden 14,4 g (51,7 mmol) N-Z-4-hydroxy-L- trans- prolinmethylester in 150 ml N,N-Dimethylfonna- 
mid gelost und mit 14,8 ml Triethylamin versetzt. Innerhalb zehn Minuten werden 10,4 g (68,8 mmol) ^Butyldimethyl- 
silylchlorid (TBDMSi-Chlorid) zugetropft und uber Nacht nachgeruhrt. Nach Entfemen des Losungsmittels im Vakuum 
verbleibt ein Ol, das zwischen Dichlonnethan und Wasser parti tioniert wird. Man extrahiert die waBrige Phase noch 
mehrmals mit Dichlormethan, trocknet uber Natriumsulfat und verdampft das Losemittel im Vakuum, AnschlieBend 
wird durch Chroinatographie an Kieselgel milDichlonnethan/Melhanol (60 : 1, v/v) als Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 13,95 g 
Rf: 0,54 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 40 : 1 

Beispiel 3 

4-(*Butyldimelhylsilyloxy)-L-trans-prolinmethylester 

Die Verbindung aus Beispiel 2 (3,8 g; 9,6 mmol) wird in wasserfreiem Methanol (40 ml) gelost bei Normaldruck und 
Raumtemperatur uber Palladium/Aktivkohle (10%; 0,3 g) vier Stunden hydriert. Nach vollstandiger Umsetzung wird der 
Kalalysator abfiltriert und in Vakuum eingeengt. 
Ausbeute : 2,4 g 
Rf: 0,52 

Laufmittel: CH2CT2/MeOH 10 : 1 

Beispiel 4 

4-('Butyldimethylsilyloxy)-N-[(thymin-l-yl)-acetyl]-L-trans-prolinmethylester 

3 4 g (18,5 mmol) l-Carboxymethyl-thymin werden in 50 ml DMF gelost, auf -30°C abgekuhlt und bei dieser tem- 
peratur mit 1,3 eq. HOB t • H90undl,3eq.EDa • HCl versetzt. Man riihrt 30 min bei -30°C und gibteine Losung von 
2,4 g (19,3 mmol) 4-0Butyldimethylsilyloxy)-L-U:ans-prohnmcthylcster in DMF und 4,5 ml Triethylamin zu. Einc 
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Stunde wird bei -30"C verriihrt und anschlieBend noch uber Nacht bei Raumtemperatur nachgeruhri. Dann wird einge- 
engt, der Ruckstand in Essigsaureethylester aufgenommen und jeweils mit 1 N HCl, gesattigter Natriumhydrogencarbo- 
natiasung und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Das Produkt kristallisiert uber Nachl aus der organischen Phase aus, 
wird abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. 
5 Ausbeute: 3,03 g 
Rf: 0,68 

Laufmittel: CHjCij/MeOH 9 : 1 

Beispiel 5 

10 

4-Hydroxy-N-[(thymin-l-yl)-acelyI]-L-trans-prolinniethYlester 

2,0 g 4-0Butyldimethylsilyloxy)-N-[(thynain-l-yl)-acetyl]-L-trans-prolinmet.hylesler werden in 50 ml Methanol ge- 
lost,' mit 5 Tropfen konzenuierter Salzsaure vcrsetzt und bei Raumtemperatur uber Nacht gcriihrt. Die Losung wird im 
15 Hochvakuum vollstandig eingedampft und der Ruckstand durch Chromatographic an Kieselgel mit Dich!ormethan/Me- 
thanol (60 : 1, v/v) als Eluens gereinigt. 
Ausbeute: 1,19 g 
Rf: 0,21 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

20 

Beispiel 6 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycin-*butylester 

25 Eine Losung von 9,6 g (63,4 mmol) N-Benzylethanolamin und 8,85 ml Triethylamin in 65 ml N, N-Dimethylfonna- 
mid wird bei 0°C mit 1 eq. Bromessigsaure-^butylester versetzt und noch 22 h bei Raumtemperatur nachgeruhrt. Nach 
Einengen wird mehrmals mit Toluol co-destilliert, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen und mehrfach mit 
Wasser extrahiert.. Die organische Phase wird zur Trockene eingedampft, das verbleibende Ol im Hochvakuum getrock- 
net. 

30 Ausbeute: 14,5 g 
Rf : 0,47 

Laufmittel: EE (Essigsaureethylester) 

Beispiel 7 

35 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyet.hyl)-glycinmet.hylcster 

Die zu Beispiel 6 analoge Umsetzung von 41,9 g (277 mmol) N-Benzylelhanolamin mit Bromessigsaure-methylester 
liefert N-Benzyl-N-(2-hydroxycthyl)-glycinmethylester. 
40 Ausbeute: 43,8 g 
Rf: 0,53 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

Beispiel 8 

45 

N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinmethylester 

Die zu Beispiel 6 analoge Umsetzung von 34,4 g (227 mmol) N-Benzylethanolamin mit Bromessigsaure-ethylester 
liefert N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinethylester 
50 Ausbeute: 43,9 g 
Rf: 0,49 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

Beispiel 9 

55 , 

N-Benzyl-N-(2-'butyldiphenylsilyoxyethyl)-glycin-*butylester 

Unter Argon werden 5,2 g (19,5 mmol) N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycin-^butylester in 50 ml DMF gelost und 
mit 5,5 ml Triethylamin versetzt. Es wird eine Losung von 1,3 eq TBDPSi-Chlorid zugetropft und uber Nachl nachge- 

60 riihrt.'Das Losungsmittel wird entfernt, der Ruckstand zwischen Wasser und Dichlormethan verteilt. Die waBrige Phase 
wird noch dreimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen anschlieBend liber Natriumsul- 
fat getrocknet. Das Rohprodukt wird durch Chromatographie an Kieselgel mit Essigsaureethylester/I-Iexan (1:9, v/v) als 
Eluens gereinigt, 
Ausbeute: 6,79 g 

65 Rf: 0,68 

Laufmittel: EE/Hexan 1 : 9 
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Beispiel 10 

N-Benzyl-N-(2-*butyldimethylsilyloxy-et.hyl)-glycininelhylester 

Die zu Beispiel 9 analoge Umsetzung von 37,7 g (170 mmol) N-Benzyl-N-(2-hydroxyethyl)-glycinmethylester mit 
^Butyldiiiiethylsilylchlorid liefert N-Benzyl-N-(2-^buiyldiiiiethylsilyloxy-elhyl)-glycininelhylester nach Hochvakuuin- 
trocknung als OL 
Ausbeute: 45,1 g 
Rf 0,39 

Laufmittel: EE/Hexan 1 : 9 

Beispiel 11 

N-Benzyl-N-(2-*butyldimethylsilyloxycthyl)-glycinethylestcr 

30,1 g (127 mmol) N-Benzyl-N-(2-*butyldimethyl-silyloxyethyl)-glycinethylester werden unter den Bedingungen aus 
Beispiel 10 mit 1,3 eq. TBDMSi-Chlorid umgesetzt, 
Ausbeute: 27,3 g 
Rf 0,49 

Laufmittel: EE/Hexan 1:10 

Beispiel 12 

N-(2-'ButyldiphenylsilyloxYethyl)-glycin-^butylester 

Zur Entferaung der Benzylschutzgruppe werden 5,9 g (1 1,7 mmol) N-Benzyl-N-(2-^butyldiphenylsilyloxy-ethyl)-gly- 
cin-'butylester in 50 ml wasserfreiem Methanol gelost und bei Raumtemperatur und Normaldnick uber Palladium/Aktiv- 
kohle (10%; 0,5 g) Fur 36 Stunden hydriert.. Nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kontrolle) wird der Katalysator abfil- 
triert und im Vakuum eingedampft. 
Ausbeute: 4,91 g 
Rf: 0,46 

Laufmittel: EE/PE (Petrolether) 1 : 9 

Beispiel 13 

N-(2-^Butyldimethylsilyloxy-ethyl)-glycinmethylester 

Die analoge Hydrierung von 23,8 g (71 nunol) der Verbindung aus Beispiel 10 Uefert N-(2-'butyldimethylsilyloxy- 
ethyl)-glycinmethylester. 
Ausbeute: 16,7 gRf 0,24 
Laufmittel: EE/PE 1 : 1 

Beispiel 14 

N-(2-^Butyldimethyl-silyloxyethyl)-glycinethylester 

Die zu Beispiel 13 analoge Umsetzung von 20,0 g (57,0 mmol) N-Benzyl-N-(2-'butyldimethylsiIyloxyethyl)-glycine- 
thylester liefert den gewunschten Glycinethylester als Ol. 
Ausbeute: 13,5 g 
Rf: 0,61 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

Beispiel 15 

N-(2-'Butyldiphenylsilyloxy-ethyl)-N-(thymin-l-yl-acctyl)-glycin-*butylester 

4,4 g (23,6 mmol) l-Carboxymethyl-thymin werden in 50 ml DMF gelost, auf -30°C abgekuhlt und bei dieser Tem- 
peraturmitHOBt. • H20undEDCI • HCl (jeweils 1,3 eq.) versetzt. Nach 30 min wird bei dieser Temperatur eine Lo- 
sung von 4,9 g (11,8 mmol) der Verbindung aus Beispiel 12 und 6 ml Triethylamin zu gegeben. Es wird noch eine wei- 
tere Stunde'bei -SO'^C und anschliefiend 12 h bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wird eingcengt, der Ruckstand in Essig- 
saureethylester aufgenommen und jeweils mit 1 N HCl, ges. NaHCOg-Lsg. und ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Das Rohpro- 
dukt wird durch Chromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (10 : 1, v/v) als Eluens gereinigt und fallt 
nach Trocknen als weiBcr Schaum an. 
Ausbeute: 3,3 g 
Rf: 0,73 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 9 : 1 
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Beispiel 16 

N-(2-*Butyldiiiiethylsilyloxy-ethyl)-N-(thyiiiin-l-yl-acetyl)-glyciniiiethyIester 

5 Die zu Beispiel 15 vergleichbare Umsetzung mit 10,0 g (40,4 mmol) der Substanz aus Beispiel 1 3 liefert N-(2-'Butyl- 
dimethylsilyloxyethyl)-N-lhyinin-l-yl-aceLyl)-glycinmethylesler als weiBen FeslsLoff. 
Ausbeute: 3,55 g 
Rf: 0.60 

Laufmittel: CH2CI2/MCOH 10 : 1 

10 

Beispiel 17 

N-(2-'Butyldimethylsilyloxy-ethyl)-N-(thymin-l-yl-acetyl)-glycinethylester 

15 In einer zu Beispiel 16 analogen Reaktion werden 3,55 g (13,6 mmol) der Verbindung aus Beispiel 14 eingesetzt. 
Ausbeute: 3,13 g 
R,: 0,63 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 5 : 1 
20 Beispiel 18 

N-(2-^Butyldimethylsilyloxy-ethyl)-N-[(N'*-Z-cylosin-l-yl)-acetyl]-glycinelhylesler 

Diezu Beispiel 15 vergleichbare Umsetzung von 0,86 g (3,3 mmol) N-(2-*butyldimethylsilyloxy-ethyl)-^ycinethyle- 
25 ster mit 2,0 g (6,6 mmol) (N^-Z-cytosin-l-yl)-essigsaure liefert N-(2-*Butyldimcthylsilyloxy-ethyl)-N-[(>r-Z-cytosin- 
1-y I)- acetyi]-glycinethy tester als weiBen Feststoff. 
Ausbeute: 1,08 g 
Rf:0,61 

Laufmittel: CH2CA2MQOU 20 : 1 

30 

Beispiel 19 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(thyiiiin-l-yl-acetyl)-glycin-*butylester 

35 Der silylgeschutzte Verbindung aus Beispiel 15 (3,2 g; 5,5 mmol) wird bei O^'C in 20 ml TI-IF gelost und mit 3 eq. Te- 
trabutylammoniumfluorid (TBA¥) in Form ciner 1,1 M Losung in TOF versetzt. Man laBt auf Raumr.emperatur kommcn 
und ruhrt noch 3 Stunden nach (DC-Kontrolle), Das Losemittel wird entfemt, der Ruckstand in Essigsaureethylester auf- 
genoimnen und mit ges. NaHCOg-Lsg sowie ges. NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknen uber Nalriumsulfal wird das 
Rohprodukt durch Chromatographic an Kiesclgel mit Dichlormethan/Methanol (9:1, v/v) als Fluens gcreinigt. 

40 Ausbeute: 1,10 g 
Rf: 0,41 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 10 : 1 

Beispiel 20 

45 

N-(2-Hydroxyettiyl)-N-(thymin-l-yl-acetyl)-glycinmethylester 

4,0 g (9,7 mmol) des silylgeschutzten Alkohols aus Beispiel 16 werden in 30 ml Methanol suspendiert und mit konz. 
HCl auf pH = 1 gebracht. Nach 3 Stunden wird das Produkt abfillriert, mit Methanol gewaschen und geu-ocknet. 
50 Ausbeute: 1,63 g 
Rf: 0,38 

Laufmittel: CH2CI2/MCOH 10 : 1 

Beispiel 2 1 

55 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-(thyminl-yl-acetyl)-glycinethylester 

Zur Desilylierung setzt man 2,2 g (5,2 mmol) der Substanz aus Beispiel 17 in 60 ml Ethanol mit 2-3 Tropfen konz. 
HCl urn und laI3t die Losung uber Nacht bei Raumtemperatur nachruhren. Das Reaktionsprodukt wird abfiltriert, nach- 
60 gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 1,01 g 
Rf: 0,29 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

65 
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Beispiel 22 

N-(2-Hydroxyethyl)-N-[(N^-Z-cytosin-l-yl)-acetyl]-glycinethylesler 

Zu einer Losung von 0.4 g (2,7 mmol) Cesiumfluorid in 20 ml Acetonitril werden portionsweise 0,5 g (0,9 mmol) der 
Verbindung aus Beispiel 18 hinzugegeben. 

Man laBt 24 h Tag -bei Raumtemperatur ruhren und gibt dann dieselbe Menge Cesiumfluorid nochmals hmzu, Nach 
weiteren 24 h Ruhren bei 25°C wird filtriert, das Filtxat eingedampft und durch Chromatographie an Kieselgel mit Di- 
chlormcthan/Methanol (80 : 1, v/v) als Eluens weiter aufgereinigt. 
Ausbeute: 69 mg 
Rfi 0,28 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

Beispiel 23 
5'-Azido-5'-deoxythymidin 

5,0 g (20 mmol) im Hochvakuum zwei Tage uber Phosphorpentoxid getrocknetes Thymidin werden in 100 ml DMF 
unter Argon verruhrt und mit L25 eq Triphenylphosphin, 1,25 eq Tetrabromkohlenstoff und 3 eq. Liihiumazid verse! zt. 
Die gelbe Losung wird uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Zugabe von 30 ml Methanol wird noch 90 Minu- 
ten nachgeruhrt und anschlieBend zur Trockene eingedampft. Das erhaltene Rohprodukt wird schlieBlich an Kieselgel 
init Dichlomielhan/Methanol (40 : 1, v/v) als Eluens chromatographiert. 
Ausbeute: 3,72 
Rf: 0,32 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 20 : 1 

Beispiel 24 
5*-Amino-5'-deoxythymidin 

4,05 g (15,2 mmol) 5 '-A zido-5'-deoxy thymidin werden in Pyridin gelostund mit 1 ,5 eq. Triphenylphosphin bei Raum- 
temperatur fur drei Stunden geruhrt. AnschlieBend werden 20 eq. Wasser zugegeben und uber Nacht weiteigeruhrt. Nach 
Zugabe von 120 ml Wasser wird die erhaltene Suspension abgesaugt. Das Filtrat wird funfmal mit Essigsaureethylester 
gewaschen und zur Trockne eingedampft. Das zuruckbleibende Pulver wird mehrmals mit PyridinAToiuoi coevaporiert 
und im Hochvakuum getrocknet. 
Ausbeute: 2,78 g 
Rf: 0,43 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 10 : 1 

Beispiel 25 

5'-N-(4-Methoxytrityl)-5'-amino-5'-deoxythymidin 

2,7 g (1 1,5 mmol) 5'-Amino-5'-deoxythymidin werden in Pyridin vorgelegt und mit 3 eq. 4-MethoxytritylchIond, 1 
eq. Triethylamin sowie einer katalytischen Menge DMAP versetzt. Uber Nacht wird unter LichtausschluR gcriihrt und 
anschlieBend mitMethanol gequencht. Das Losungsmiltel wird abdestilliert, der Ruckstand in Dichlormethan aufgenom- 
men und mit 5%iger NaHCOa-Lsg. (2x) sowie ges, NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wird Liber Nauiuinsul- 
fat getrocknet und dann zur Trockene eingedampft. Das verbleibende Ol wird an basischem Aluminiumoxid mit Dichlor- 
methan/Methanol (100 : 0, 100 : 2, 100 : 4, 100 : 6, 100 : 8, 100 : 10 (v/v) mit jeweils 1% Ammoniak) chromatogra- 
phiert. Das so erhaltene Produkt wird in Dichloniiethan/Triethylamin 10 : 1 (v/v) geldst und durch Zugabe zu 800 ml 
Pentan bei 0°C gefallt. Nach 30 min bei dieser Temperatur wird der Niederschlag abfiltriert und im Hochvakuum ge- 
trocknet. 
Ausbeute: 2,77 g 
Rf: 0,46 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 10 : 1 

Beispiel 26 

5'-N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-5'-amino-5'-deoxythymidin 

3,2 g (13,3 mmol) 5 -Amino-5'-deoxythymidin werden in DMF vorgelegt, mit 1,2 eq. Diisopropylethylamin sowie 1,2 
eq ' 9-Fluorenylmethyl-succinimidylcarbonat versetzt und bei Raumtemperatur 30 Minuten verruhrt. Nach becndeter Rc- 
akdon werden 175 ml ges. NaHCOg-Lsg. zugegeben. Der entstandene Niederschlag wird abgeurennt und griindlich mit 
Wasser gewaschen. AnschlieBend lost man in Dichlormethan und chromatographiert an basischem Aluminiumoxid mit 
Dichlormethan/Methanol (100 : 0, 100 : 1, 100 : 2, . . . 100 : 10 (v/v) mit jeweils 1% Ammoniak). 
Ausbeute: 1,56 g 
Rf : 0,40 

Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 30 : 1 
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Beispiel 27 

[N-(Ethoxycarboxyinelhyl)-N-(lhyniin- 1 -yi-acetyl)-2-aniino- 
ethyl]-2-cyanoet.hyl-5'-0-(dimethoxyt.rityl)-t.hyniidin-3*-phosphat. 

^ Sowohl 0,2 g (0,64 minol) der Substanz aus Beispiel 21 als auch 0,37 g (0.5 inmol) 2-Cyanoelhyl-N,N-diisopropyl- 
5'-0-(Dimethoxytrityl)-thymidin-3'-phosphoraniidit werden durch mehmialiges Co-evaporieren mil Dichlormedian und 
anschlieBende getrennte Hochvakuumtrocknung fur 12 h von den letzten Feuchtigkeitsspuren befreit. Unter Argon lost 
man die Verbindung aus Beispiel 21 in 10 ml Dichlormethan/Acetoniuril (v/v) 1 : 1 und gibt das Phosphoramidii gcfolgi 

10 von 37,5 mg (0,5 mol) Tetrazol, beide ebenfalls in diesen Losemittelgemisch gelost, mit einer Spritze zu. Nach beendeter 
Rcakiion (DC-Koniiollc, ca. 5 Slunden) werden l,2mmol ni-CPBA zugesetzt und tiber Nacht bei Raumtemperatur 
nachgeruhrt. Die Reaktionsmischung wird mit 150 ml Dichlormethan verdunnt und mit ges. Na2C03-L5sung yersetzt. 
Die wafirige Phase wird noch mehrfach mit Dichlormethan exUrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit NaH- 
S03-Losung gewaschen und schlieBlich uber Natriumsulfat geU-ocknet. Das Losemittel wird im Vakuum entfernt und dor 

15 Ruckstand durch Chromatographie an Kieselgel (Eluens Dichlormethan/Methanol 70 : 1 bis 50 : 1 (v/v)) gereinigt. 
Ausbeute: 157 mg 
Rf: 0,48 und 0,54 
Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 10 ; 1 

20 Beispiel 28 

[N-(Elhoxycarboxymethyl)-N-(thymin-l-yl-acetyl)-2-amino- 
ethyl]-2-cyanoethyl-(5'-(4-methoxytrit.yl-amino)-rhymidin-3'-phosphat 

25 Man lost 0,8 g (1,6 nunol) dcr Verbindung aus Beispiel 25 (aus Pcnlan geialli und vorgctrocknet) in 40 ml Dichioniic- 
than und versetzt unter Argon mit 1,2 mmoi Bis(diisopropylammonium)-tetrazolid. Nach Zugabe von 2 eq. 2-Cyanoet- 
hoxy-bis-(diisopropylamino)-phosphin wird fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung 
wird zwischen jeweils 40 ml Dichlormethan und ges. NaHC03-Lsg. verteilt, die waBrige Phase noch dreimal mit Di- 
chlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit NaCl-Lsg. gewaschen und anschlieSend iiber Natri- 

30 umsulfat getrocknet. Das nach Verdainpfen des Losemitlels resuUierende Ol wird in wenig Dichlonnethan gelosl und bei 
0°C zu 400 ml Pentan gegeben. Die Losung wird noch 30 Minuten bei dieser 'lemperatur belassen und schheBIich der 
Niederschlag abfiltriert und geUrocknet. Es resultieren 629 mg eines weiBen Feststoffes, der im DC (EE/CH2Cl2/^fEt3 
45 : 45 : 10 (v/v/v) zwei UV-absorbierende Punkte fur die beiden diastereomeren Phosphite zeigt. Das Rohprodukt 
(200 mg; 0,64 nmiol) wird sofort weiter analog Beispiel 27 mit der Verbindung aus Beispiel 20 umgesetzt. Nach Chro- 

35 matographie an Kieselgel mit CH2Cl2/MeOH-Gradienten (70 : 1 bis 30 : 1 (v/v)) erhalt man das Produkt in Form eines 
weiBen Feststoffes. 
Ausbeute: 103 mg 
Rf: 0,47 und 0,57 
Laufmittel: CH2Cl2/MeOH 10 : 1 

40 



Patentanspruche 

1 . Verbindungen der allgemeinen Formel (1) 



50 
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R^ fur Wasserstoff- Hydroxy, CpCitj-Alkoxy, Halogen, Azido oder Amino steht. 

R^ fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe wie beispielsweise 2-Cyanoethyl steht, 
R^ und R"* unabhangig voneinander fur Wasserstoff- Ci-C4-Alkyl oder geineinsam fiir Ci-C4-Alkandiyl wie bei- 
spielsweise -CH2-, -(CH2)'>-, -(CH2)3- Oder -C(CH3)2- stehen, 

B fiiralle naturlichen oder"unnaturlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin, Adenm, Guanm, Hypo- 
xanthin oder durch chemische Modifikation von diesen abgeleitete Derivate oder halogenierte Vorstufen von diesen, 
gcgebcnenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl, Trifluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, 
Phcnylacelyl, Benzyloxycarbonyl (Z od. Cbz), tert.-Butyloxycarbonyl (Boc), AUyloxycarbonyl, (9-Huorenyl)me- 
thoxycarbonyl (Fmoc) oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubHche Schutzgruppen subsrituiert, 
steht, 

G fur -NH- Oder -O- steht, 
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X fiir Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchcmie bckannte Schutzgruppe wie beispielswcise Z, Fnioc 
Oder 4-Methoxytrityl steht und 

Y fur Wasserstoff, Ci-Co-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-tennmale Schutzgruppe wie 
beispielswcise Benzyl oder tert.-Butyl steht. 

2. Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
worin 

fur Wasserstoff- Hydroxy, Ci-Cg-Alkoxy, Fluor, Chlor, Brom, Azido oder Amino steht, 

fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Phosphatschutzgruppe steht, 
R^ und R'* unabhangig voneinander fiir Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl oder gemeinsain fur CpCVAlkandiyl bcdcutct, 
B fur alle naturlichen Nukleobasen steht, wie z.B. Thymin, Uracil, Cytosin, Adenin, (juanin oder Hypoxanthin 
Oder halogenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aniinogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl, 
Trifluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl, teri.-Butyloxycarbonyl, AUyLoxycarbo- 
nyl, (9-Ruorenyl)methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubUche Schutzgruppen 
substituicrt sind. 
G -NH- oder -O- bedeutet, 

X fur Wasserstoff oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe steht, 

Y fur Wasserstoff, Ci-C4-Alkyl oder eine beliebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe stehi. 

3. Verbindungen- der allgemeinen Formel (I) gemaB Anspruch 1, worin 

R^ fiir Wasserstoff- Hydroxy, Methoxy, Ethoxy, Ruor, Chlor, Azido oder Amino steht, 
R^ fiir 2-Cyanoethyl steht, 

R^ und R"* unabhangig voneinander fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Isopropyl oder gemeinsam fur -CH2-, -(^2)2-, 
-(CH2)3- Oder -C(CH3)2- stehen, 

B fur alle naturlichen Nukleobasen, wie z. B. Thymin, Uracil, Cytosin, Adenin, Guanin oder Hypoxanthin oder ha- 
logenierte Vorstufen von diesen, die gegebenenfalls an den Aminogruppen durch Schutzgruppen wie Acetyl, Tri- 
fluoracetyl, Trichloracetyl, Benzoyl, Phenylacetyl, Benzyloxycarbonyl, tert.-Butyloxycarbonyl, Allyloxycarbonyl, 
(9-Fluorenyl)methoxycarbonyl oder andere in der Peptid- und Nukleinsaurechemie ubliche Schutzgruppen substi- 
tuiert sind, steht, 
G fiir -NH- Oder -0- steht 

X fur Wasserstoff oder eine behebige aus der Peptidchemie bekannte Schutzgruppe steht, 

Y fur Wasserstoff, Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl, Isobutyl, sec.-Bulyl, terl.-Butyl oder Benzyl steht. 

4. Verbindungen der allgemeinen Formel (II) 



B 




in welcher 

R^, R"^ und B die bei der Beschreibung der Verbindungen der Formel (1) angegebenen Bedeutungen haben, 
X'Vur Wasserstoff Oder eine aus der Peptidchemie bekannte saurelabile Schutzgruppe wie beispielswcise durch Al- 
kyl und/oder Phenyl substituiertes Silyl, Z, Fmoc oder 4-Methoxytrityl steht, wobei fur den Fail, dafi R und R 
gleichzeitig jeweils fur Wasserstoff stehen, gegebenenfalls substituiertes Alkoxycarbonyl und Trityl ausgenommen 
sind und 

Y fur Ci-Cs-Alkyl oder eine behebige aus der Peptidchemie bekannte C-terminale Schutzgruppe wie bei spiels weise 
Benzyl oder tert.-Butyl steht. 
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